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Un ojo.

Presa de un cuento con crisis de ausencia y devorando colores... siempre inmovil,
comunicada s6lo por el sutil movimiento de un parpado... enjaulada por su propio cuerpo, su
cuento. Hoy me he despertado sin querer decir nada, en mis suefios se hablé tanto que me he
quedado sin habla... hoy todo lo veo lejos... sin miedo, solo dudas que van cayendo todavia al

escapar, como no queriendo terminar de llegar al suelo fertilizado por animas errantes.
Quizas cuando los peces se hayan bebido todo el mar la mente arrastrara de nuevo hasta lo
impensable, siempre a través de pelos de ratas incendiadas que han perdido sus sombras.

Lakshmi Charli J.
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Resumen.

Los animales, hongos y plantas generalmente se reproducen por via sexual, esto implica la
necesidad de células especializadas en la fecundacion, particularmente en los mamiferos son
espermatozoides en el género masculino y 6vulos en el femenino (n). Cuando estas células se
fusionan, forman el cigoto (2n) que va a ser distinto genéticamente a la generacion anterior,
debido a los procesos meidticos.

La meiosis es un proceso altamente conservado en la evolucién, que consiste en dos
divisiones, en la profase de la primera division meidtica sucede el reconocimiento, alineacion,
recombinacion y segregacion de los cromosomas homologos. La profase meidtica 1 estd
dividida en 4 estadios: leptoteno, zigoteno, paquiteno y diploteno. Sin duda esta es la fase mas
larga y compleja de la meiosis. No se sabe como es que cada cromosoma busca y encuentra su
homologo dentro del nucleo teniendo en cuenta que frecuentemente estan a varios micrometros
de distancia. Mi trabajo tiene como objetivo estudiar la distribucion del ADN y el ARN en las
etapas en las que se lleva a cabo el reconocimiento, alineacion y apareamiento de las regiones
homologas, asi como durante la formacion del complejo sinaptonémico. Para abarcar un
amplio periodo comencé mi estudio con los nucleos de espermatogonias tipo B y lo continué
con las fases de la profase meidtica 1 en espermatocitos primarios de testiculo de rata. Utilicé
técnicas de citoquimica ultraestructural, inmunolocalizacion para ADN y cortes seriados a
nivel de microscopia electronica.

Los nucleos de espermatogonias tipo B presentan caracteristicas morfologicas que no
existen en otros tipos celulares. Estas caracteristicas son:

Primero, ejes irregulares de cromatina laxa que se alterna con cromatina semicompacta, que
parten de cimulos de cromatina compacta adosada a la membrana nuclear y llegan a medir
hasta un radio nuclear.

Segundo, estructuras microplumuladas formadas por cromatina laxa que presentan un eje
principal constituido por dos filamentos finos axiales del cual parten numerosas asas finas de
cromatina en forma radial dando el parecido de un arbol navidefio.

Por medio de citoquimica ultraestructural pude demostrar la presencia de ADN vy
ribonucleoproteinas en estas estructuras, lo que nos indica que se encuentran en proceso de
transcripcion.

En la interfase meidtica también llamada pre-leptoteno, el nicleo se caracteriza por un
aumento en la decompactacion de la cromatina, y abundancia de microplumulados. Estos se
encuentran frecuentemente en disposicion paralela, relacionandose por medio de los filamentos
radiales como ramas que conectan un eje con el otro atravesando el espacio entre ellos, dando
el parecido a una escalerilla de doble cuerda. Las técnicas de citoquimica ultraestructural
también demuestran que las escalerillas de doble cuerda estan constituidas por ADN y
ribonucleoproteinas.

Se demuestra con cortes seriados que los ejes cromosomicos estan frecuentemente alineados
en paralelo antes de la formacion del CS. Durante el estadio leptoteno la estructura preexistente
se mantiene. Algunas de estas estructuras microplumuladas comienzan a densificarse por la
agrupacion de particulas EDTA positivas, formandose asi los elementos axiales. Algunos se



forman en paralelo con otro, sin embargo también los encontramos aislados, pero conservando
su estructura de microplumulado. Durante estos procesos continla intensamente la
transcripcion, pero el proceso de splicing sigue siendo escaso.

Los ejes cromosomicos presentan asas o filamentos radiales muy largos y escasos, pero
conforme avanza el estadio leptoteno y comienza el zigoteno se van haciendo mas frecuentes y
cortas. Propongo que los estadios leptoteno y zigoteno no son diferentes sino un continuo
leptoteno-zigoteno, ya que observamos el desarrollo del CS simultaneamente al crecimiento y
elongacion de los ejes axiales alineados. El inicio de la formacion del complejo sinaptonémico
es caracterizado por la generacion del espacio de exclusion de la cromatina y
ribonucleoproteinas entre los ejes axiales apareados que posteriormente seran los elementos
laterales del CS. Esto nos indica una redistribucion de la cromatina, las asas radiales que parten
de los ejes, tienden a compactarse, es decir, desaparecen las asas largas y aumentan las asas
cortas, densificando aun mas el eje del elemento lateral.

Los elementos laterales del complejo en formacion, presentan su eje en continuidad con
pares de filamentos finos que contienen ADN. Los filamentos de cromatina presentan asas en
forma de pliegues que se van agrupando e incorporando al elemento lateral en el momento de
la formacién del CS. Algunas de éstas asas estan incluidas en la estructura tipo escalerilla de
doble cuerda del elemento lateral del CS maduro. Estos elementos laterales se presentan como
estructuras ricas en ribonucleoproteinas. Propongo que estas asas cortas contienen ADN con
secuencias especificas donde se asocian las proteinas del elemento lateral.

Durante la formacion del CS, los filamentos finos que contienen ADN sufren un reacomodo
dentro del elemento lateral, uno se observa en la cara central o interna y el otro en el lado
externo del elemento lateral. Esta inesperada distribucion corresponde al par de filamentos
finos previamente descritos en la estructura del elemento lateral.

La presencia de ARN asociado con filamentos finos de ADN asi como al elemento axial del
cual se forma el CS, puede ser relacionada con la transcripcion que ocurre durante la profase
meiotica, especialmente durante el estadio leptoteno-zigoteno. Propongo que el ARN funciona
como secuencia silenciosa de reconocimiento para el proceso esencial del apareamiento.

A lo largo de cada cromosoma pueden desarrollarse varios CS que luego confluiran en sélo
uno por cada bivalente. Los extremos del complejo en crecimiento estan en continuidad con
estructuras microplumuladas o escalerillas de doble cuerda. Conforme avanza el paquiteno, la
cromatina se compacta progresivamente, disminuye la transcripcion casi por completo y
aumenta el nimero de granulos pericromatinianos. Durante el diploteno la estructura tripartita
del CS se pierde, primero desaparecen los filamentos transversales y el elemento medial, asi
como la apariencia de cinta del elemento lateral mientras que poco a poco la cromatina se va
transformando en cumulos de cromatina compacta.



INTRODUCCION:

-Antecedentes

La meiosis es un tipo especial de division celular que se encuentra en los
organismos con reproduccidon sexual. Existe otro fipo de reproduccion la
asexual o por mitosis, en donde la descendencia es genéticamente idéntica
al antecesor. En la mayoria de los organismos mulficelulares como son los
animales, hongos y plantas, la reproduccidon es sexual, y existe una
alternancia entre haploidia (n), fusidn, diploidia (2n) y meiosis (De Robertis, E. y
De Robertis E.D.P., 1989; Alberts B. et al., 1995). En animales, la haploidia se
manifiesta en las células sexuales las cuales se fusionan y forman un cigoto
(2n), que dard origen a un nuevo organismo. En los animales la fase diploide
es mas larga y compleja que en ofros organismos, ya que pasan la vida en
esta fase; por otro lado, la fase haploide es muy corta y sencilla, representada
por los gametos (ovocitos y espermatozoides) que estan altamente
especializados en la fusidn sexual (Fig. 1).

El material genético es aportado por ambos progenitores debido a la fusidon
de ambos ndcleos; a este proceso se le conoce como fecundacion segun De
Robertis E. y De Robertis E.D.P. (1989). Posteriormente, las células se
multiplican, se diferencian y forman el nuevo organismo. Este nuevo
organismo diploide tiene células germinales que entran en proceso de division
celular por medio de meiosis para generar nuevamente células haploides, las
cuales van a ser distintas genéticamente a la generacién anterior debido a
los procesos meidticos de recombinacion y de segregacion, donde 10s
cromosomas homodlogos intercambian ADN y sucede la distribucion al azar de
los bivalentes en la primera metafase meidtica. Gracias a los ciclos de
haploidia vy diploidia a lo largo del fiempo, desaparecen antiguas
combinaciones genéticas y se crean combinaciones nuevas (Alberts B. et al.,
1995).

La palabra meiosis viene del griego “meioum” (disminuir), proceso por el
cual se produce la reduccidon a la mitad del nimero cromosdmico, mediante
dos divisiones consecutivas, 1o que origina 4 células haploides (De Robertis E. y
De Robertis E.D.P., 1989).

A las células que llevan a cabo la meiosis se les llama comdnmente
meiocitos y sufren tres procesos esenciales:

-Reduccién del numero cromosdmico, porque de no hacerlo, las células hijas
tendrian una carga genética de 4n.

-Recombinacién con infercambio de segmentos cromosdmicos (bloques de
genes) por medio del “crossing-over”; ésta caracteristica nos da la gran
ventaja de la variabilidad, lo cual aumenta Ia probabilidad de sobrevivir en
un ambiente continuamente cambiante, porque algunos organismos tendrdn
las caracteristicas necesarias para enfrentar los problemas que brinda la
naturaleza.




-Separacion al azar de los cromosomas homdalogos, 10 que nos asegura que
cada gen proviene del padre o de la madre en proporciones cambiantes
aumentando asi la variabilidad del genoma (De Robertis E. y De Robertis
E.D.P. 1989).

Gamética
o terminal.

Esporogena
o intermedia.

Zigotica
0 inicial.

ramctos
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Figura 1.Tipos de meiosis. La zona sombreada corresponde a la fase diploide del ciclo de vida de animales, plantas y hongos.
Observamos que estos organismos los conocemos en su fase diploide en la cual pasan la mayor parte de su vida, pero también
su fase haploide igual de importante. Segun Wilson, tomado de Wolfe S. L. 1972.
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-Diferencias entre mitosis y meiosis

La mitosis se lleva a cabo en las células somaticas y la meiosis Unicamente
en células germinales. Ademds de que los resultados genéticos de los
procesos de division celular son diferentes, en mitosis la carga genética es de
2n en cada una de las dos células resultantes y en meiosis las 4 células
resultantes son haploides (Fig. 2). Otfra diferencia es que la sintesis del ADN en
mitosis se da en la fase S seguida de la fase G2 y luego de una division; en
cambio en meiosis, la replicacion del ADN (en fase S) es anterior a las dos
divisiones de la meiosis, por lo que las células que resultan de esas divisiones
tendran la mitad de la cantidad de ADN de las células somaticas. Cada
cromosoma en mitosis se comporta individualmente; en meiosis se reconocen
las secuencias homologas, se alinean y recombinan. El fiempo de la division
celular en mitosis es de aproximadamente entre 1y 2 horas; en meiosis es de
dias, semanas y hasta anos.

La diferencia fundamental es que en la mitosis el material genético
permanece constante, mientras que en meiosis justamente [0 importante es
gue no permanece constante y por lo tanto se genera diversidad genética
(De Robertis E. y De Robertis E.D.P., 1989).

Cabe mencionar, que la profase meidtica se diferencia de la profase
mitdtica en que la forma de la cromatina es mas compacta al principio de la
profase, dejando espacios libres de ADN en el nlcleo.

MITOSIS / \
| A T Y

/
o

I\ /

-

0.

/\
SN

e“"h

MEIOSIS

D

primera divisién
(divisién por
reduccién)
/ \ / \segunda division

gametos

Figura 2. Divisién por mitosis y division por meiosis. Se muestra como en mitosis la carga genética permanece constante y en
meiosis obtenemos la reduccion de la carga genética a la mitad en la primera division meiética, en la segunda division se
duplican las células pero manteniendo su carga genética “n”. Otto J.H. A. Towle, 1989.
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Mitosis Meiosis
En células somaticas En células que realizan el ciclo
sexual
Una divisidn celular, da como resultado Dos divisiones celulares dan como
2 células hijas resultado 4 productos de la meiosis
El nimero comosdmico por nucleo se El nimero cromosomico se reduce
mantiene en dos partes en los productos
meidticos
Una fase S premeiotica por cada Una fase S premeiotica por ambas
division celular divisiones celulares.
Normalmente, no hay apareamiento de Sinapsis completa de cromosomas
cromosomas homologos homologos en la profase 1
Normalmente, no hay nodulos de Al menos un nédulo de
recombinacion recombinacidn por cada par de
cromosomas homologos
Los centromeros se dividen en anafase El centromero no se divide en
anafasel sino hasta anafase 2
Proceso conservado. Proveedor de variacion en los
Genotipo de las células hijas idénticas al productos de la meiosis
genotipo paternal
La mitosis puede llevarse a cabo en La meiosis se lleva a cabo en
células haploides y diploides células diploides.

Histologia del testiculo de mamiferos

El testiculo, como el ovario, es una gldndula doble, ya que en el aspecto
funcional es tanto exocrina como endocrina. Estd recubierto por tres capas: la
tdnica vaginalis, la albuginea y la vascular. Dentro de estas tres capas, el
testiculo esta dividido en aproximadamente 250 compartimientos piramidales
llamados I6bulos testiculares, en los cuales se encuentran de uno a cuatro
tdbulos seminiferos incluidos en tejido conectivo laxo y muchas otras células,
predominando las células infersticiales (de Leydig) con gran importancia
endocrina (Fig. 3). Cada tdbulo seminifero fiene 0.2 mm de didmetro y de 30 a
70 cm de largo. El tubulo seminifero estd revestido por un epitelio germinal, el
cual es cubico estratificado muy modificado; ademas presenta una Idmina
basal cubierta de tejido fibroso, tejido conectivo, fibroblastos y algunas
células mioides (peri tubulares contractiles) que actian como una membrana
dindmica capaz de efectuar contracciones periddicas que posiblemente
ayuden a conservar una presion adecuada dentro del testiculo, el
movimiento de los liquidos en los capilares, asi como el desplazamiento de 10s
espermatozoides. El epitelio seminifero estd compuesto de dos tipos celulares,
las células de Sertoli encargadas de nutrir y sostener a otro tipo celular, las
espermatogonias, las cuales forman la mayor parte del epitelio y son las que
sufren proliferacion y diferenciacion, es decir se dividen, entran en meiosis, y
cumplen la espermatogénesis (Leeson et al., 1990).
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Figura 3. Tubulos seminiferos de humano. Otto J.H. A. Towle, 1989.
Ciclo Celular

La mayoria de las células del organismo se dividen periddicamente. Para
lograr esta divisidon, ocurren transformaciones y fendmenos que se suceden en
forma ciclica, constituyendo lo que se denomina el ciclo celular. Para
dividirse, la célula ha tenido que duplicar previamente su material genético, lo
cual ocurre durante el periodo S o sintético del ciclo, por lo que en periodo
G1 (presintético) cada cromosoma estard constituido por una cromdatida
simple, mientras que, después del periodo S, en el periodo G2 (post-sintético),
ya apareceran formados por dos cromdtidas unidas por el centromero. Al
final del periodo G2, ocurren las fases que constituyen la mitosis propiamente
dicha (Jiménez L.F.,, Merchant H. 2003, capitulo 27 Fabio Abdel Salamanca
Gomez).

La meiosis presenta caracteristicas particulares en el macho. La
espermatogénesis tiene lugar en el testiculo, en donde las espermatogonias
que se encuentran adosadas a la membrana basal de los tubulos seminiferos,
se multiplican activamente por mitosis. Las que se han dividido muchas veces,
se van acercando a la luz del tdbulo, luego de una division mitdtica, una de
esas espermatogonias hijas se fransforma en espermatogonia tipo "B” (fase
G1), la ofra, confinba siendo de tipo “A”. Las espermatogonias tipo “B”
posteriormente pasan a inferfase meidtica o preleptoteno (fase S)
tfransformandose propiamente en espermatocitos primarios que son las células
que inician la meiosis.

13



Las espermatogonias tipo “"B” residen entre las de Sertoli y forman de cuatro
a ocho capas que ocupan el espacio entre la membrana basal y la luz. En el
testiculo no desarrollado solo se encuentran las células germinales primitivas o
espermatogonias, pero, con el arranque de la madurez sexual, las células
espermatdégenas aparecen en todos los estados de diferenciacion y se
disponen en varias capas mas o menos definidas (Bailey F.R., Smith P.E.,
Copenhaver W.M., 1950).

Division Meidtica 1
Profase

La meiosis es un proceso que consiste en dos divisiones denominadas
division meidtica 1 y division meidtica 2; cada una de estas divisiones
meidticas se subdividen en 5 estadios: profase, prometafase, metafase,
anafase y telofase.

La profase meidtica que es la primera fase de la primera divisidn celular, es
muy compleja y muy larga; las fases restantes son muy rdpidas. La profase
esta dividida a su vez en 5 estadios: leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno
y diacinesis, observemos la figura 4 (Alberts B. et al., 1995).

Leptoteno

Las cromdtidas se encuentran unidas a la envoltura nuclear cuando menos
en uno de sus extremos y constituye una estructura llaomada placa de
adhesion, donde el porcentaje de poros nucleares aumenta en los sitios de
fijacion de los telomeros (Schulz-Schaeffer, 1980; Swanson et al., 1981).

El inicio de leptoteno se identifica cuando desaparece la cromatina
compacta y aumenta el tamano nuclear. En Ios cromosomas leptoténicos se
observan los ejes cromosémicos también llamados ejes axiales dentro de la
cromatina, como cilindros irregulares (Vazquez-Nin G.H. y Echeverria O.M.,
1976). Cada uno de estos cromosomas se empagueta en bucles de
cromatina alrededor de un eje central que se observa denso con el
microscopio electronico de transmision.

El proceso inicial de reconocimiento de homologias es poco conocido; se
frata de una budsqueda de secuencias homaologas que cuando se reconocen
se conectan y se estabilizan para formar el complejo sinaptonémico (CS)
(Moses, 1956) y asi infercambiar secuencias de ADN.

14



LEPTOTENO

|
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cromatida 1"\.__/"8\ ¥ m " 5
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sinaptonemico i A
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tiempo .
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eje de proteinas

FORMACION DEL COMPLEJO SINAPTONEMICO

Figura 4. Esquemas del comportamiento de los cromosomas durante la profase meiotica. Arriba segiin Solari A.J. 1972, abajo
Alberts B. 1995.

Zigoteno

En el estadio zigoténico, los ejes axiales sufren un pequeno cambio en su
estructura: el eje cenftral tiene un desplazamiento lateral con respecto a las
asas de cromatina formando asi los elementos laterales del CS. (Loidl, 1991)

El zigoteno comienza con la sinapsis de los cromosomas homologos: se
dlinea un cromosoma del padre y ofro de la madre, se aparean pero No se
fusionan, puesto que permanecen separados por una distancia de 100 nm
aproximadamente, que es ocupado por el CS (von Wettstein et al., 1984).

En la regidn de apareamiento del bivalente es posible observar la contfinuidad
entre los ejes axiales y la tipica estructura tripartita del CS (Ortiz et al., 2002;
Vazquez-Nin et al., 2003).
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Paquiteno

La presencia de ARN en el CS fue reportada por Wolsteholme y Meyer
(1966) usando histogquimica optica y microscopia electronica. El uso del
procedimiento de tincion preferencial para ribonucleoproteinas (RNPs) en
microscopia electronica (Bernhard, 1969) revela la presencia de RNPs en el
elemento lateral del CS y en ejes axiales leptoténicos y zigoténicos (Esponda y
Stocker, 1971; Vazquez-Nin y Echeverria, 1976). Ademads, las particulas RNPs
también se han localizado en los puentes fibrilares de los elementos axiales
apareados en zigoteno (Vazquez-Nin y Echeverria, 1976; (Ortiz et al., 2002;
Vazquez-Nin et al., 2003).

Se sabe que el complejo sinaptonémico estd involucrado en el
apareamiento de los cromosomas homologos debido a reconstrucciones
tridimensionales (Moses, 1968; Sotelo, 1969; Comings y Okada, 1970). Ademds
estd formado por dos gruesos elementos laterales (EL), que se disponen
paralelamente uno con el otro; un delgado elemento medial (EM) y varias
fibrillas latero-mediales (LM), que corren fransversalmente entre ambos
elementos laterales uniéndolos entre si y formando el elemento medial. El
conjunto de estas estructuras forma la estructura tripartita fipica de las células
en profase meidtica descubierta por Moses en 1956 y ahora observada en
meiocitos de toda clase de eucariontes (Moses, 1968; Sotelo, 1969;
Westergaard y von Wettstein, 1972; Gilles, 1975; von Wettstein et al., 1984; Loidl,
1990,1991).

El complejo sinaptonémico estd formado por varias proteinas y cada una
de ellas se encuentra en regiones especificas de este: 1) Una de ellas es la
proteina 1 del complejo sinaptonémico (Synaptonemal Complex Protein one,
SCP 1). Esta proteina tiene 125 KD; cuando se secuencid se vio que tiene una
estructura fibrilar en alfa hélice; forma dimeros con ofra y tiene una longitud
de 100 nm, que es la distancia que separa los dos elementos laterales. 2) Otra
proteina es la SCP 2 que tiene 173 KD, se observa en los elementos laterales
del complejo sinaptonémico e interactia con las fibrillas de cromatina. Tanto
la SCP 1 como la SCP 2 son proteinas poco flexibles, esto es porque tienen una
estructura fibrilar lo cual les da mayor resistencia. 3) La SCP 3 tiene una masa
pequena de 30-33 KD, es componente de los elementos laterales; es una
proteina estructural. 4) Una udltima proteina, la SC 48 pertenece a las fibras
tfransversales e interactian con el elemento medial. Todas estas proteinas son
de tipo estructural del complejo y no se sabe si estdn involucradas en el
apareamiento (Smith y Benavente, 1992). El elemento medial solo se observa
cuando los elementos laterales se disponen en paralelo (Vazquez-Nin vy
Echeverria, 1976).

El apareamiento es muy especifico (gen-gen) ya que se da un
reconocimiento de secuencias homologas; puede darse en cualquier lugar a
lo largo del cromosoma o en distintos lugares al mismo tiempo y seguir
aparedndose hacia los extremos, o iniciar en la placa de adhesion y seguir el
reconocimiento hacia el otro extremo (De Robertis E. y De Robertis E.D.P.
1989).
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Durante el paqguiteno (del griego pachus, grueso) el apareamiento de 10s
cromosomas se completa. Los cromosomas se contraen longitudinalmente y
se acortan.

Los elementos lafterales confienen altas concentraciones de
ribonucleoproteinas en los primeros estadios de la profase meidtica, 1os que
escasean en paqguiteno avanzado, y estdn ausentes en diploteno (Vazquez-
Nin y Echeverriq, 1976).

La recombinacion se produce en el paquiteno cuando ocurren rupturas
fransversales en un mismo nivel de las cromatidas, seguidas por el intercambio
y la fusibn de los segmentos intercambiados. En el elemento medial se
ensamblan los ndédulos de recombinacion (Westergaard y von Wettstein, 1970,
1972), localizados como pelotas sobre una escalera entre los dos cromosomas
homodlogos (Alberts et al., 1989). Westergaard y von Wettstein (1970, 1972)
describen los ndédulos de recombinacidn como estructuras esféricas o
elipsoidales situadas entre los elementos laterales del complejo sinaptonémico
en Neofiella. Carpenter (1975) encuentra esas estructuras en los oocitos de
Drosophila Melanogaster y correlaciona la frecuencia y la distribucion de
éstos nddulos con el crossing over o recombinacion.

Stern y Hotta (1984) han observado una peqguena sintesis de ADN en los
estadios zigoténico y paquiténico que puede estar relacionada al
reconocimiento (ADN-zigoténico) y con el crossing over (ADN-paquiténico). El
ADN sintetizado en paquiteno se encuentra en regiones especificas del
cromosoma. Dicha sintesis es de ftipo replicacion-reparacion, cercana a los
extremos rotos de los cromosomas relacionados con el proceso de
recombinacion (Stern y Hotta, 1978). Esto ocurre preferenciaimente en las
regiones del genoma que contienen secuencias repefidas de
aproximadamente 200 pares de bases, asociadas a la actividad enzimdatica
de la endonucleasa que provoca corfes en las dos moléculas de ADN.
Posteriormente se produce el desenrrollamiento de las cadenas de ADN vy |la
reunion de las mismas en las cromdtidas opuestas. (De Robertis E. y De Robertis
E.D.P., 1989)

La recombinacion génica no es constante a través del genoma y puede ser
suprimida por la vecindad de Ia heterocromatina. La cantidad de
heterocromatina asociada con el complejo sinaptonémico en paquiteno es
mucho menor que la localizada en cromosomas mitdticos. La baja cantidad
de heterocromatina puede ser causada por una gran compactacion
comparada con la eucromating, proporcionando una restriccion fisica sobre
los procesos de “crossing over” en regiones heterocromdaticas (Ashley, 1988).

Las proteinas de recombinacidn de organismos eucariontes que se han
estudiado son: Radb51, Dmc1 y Radb2. La proteina Dmcl humana es una
recombinasa meidtica especifica que conserva una estructura molecular
similar a la RecA de bacterias (Passy et al., 1999).
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Diploteno

En el diploteno, los cromosomas intimamente apareados comienzan a
separarse. La separacion no es completa, ya que los cromosomas homaologos
permanecen unidos por los puntos de infercambio o quiasmas (von Wettstein,
1977). A éstos se les considera generalmente como la expresibn de un
fendmeno genético (“crossing over”). Este estadio estd caracterizado por una
progresiva decompactacion de la cromatina y la desaparicidon del complejo
sinaptonémico. Al mismo fiempo se observan fibras pericromatinianas en el
area de la cromatina extendida y los granulos pericromatinianos son pocos y
siempre estan en contacto con la cromatina (Vazquez-Nin y Echeverria, 1976).

Diacinesis

En diacinesis, las tétradas se distribuyen mas homogéneamente en el
ndcleo y el nucleolo desaparece. En este estadio se forman pequenas masas
de cromatina compacta en la membrana nuclear. Los grdnulos
pericromatinianos son abundantes, localizados alrededor de pequenos
cumulos de cromatina densa. En los ovocitos la disposicion de estos
elementos es similar a la del ndcleo interfasico (Vazquez-Nin y Echeverria,
1976).

Prometafase

Durante Ia prometafase 1, los cromosomas contindan su condensacion. La
envoltura nuclear se rompe y los microtubulos del huso se ensamblan a los
cinetocoros. Cada cromosoma homaologo se une a uno de los polos por el
centrdmero homodlogo; de esta manera las cromatidas hermanas se
comportan como una unidad funcional.

Metafase

En la metafase 1, los cromosomas se disponen en el plano ecuatorial. Los
homaologos se hallan asociados por los extremos, orientando sus centromeros
hacia cada uno de los polos.

Anafase

En anafase 1, las cromdatidas hermanas de cada homadlogo, unidas por su
centromero se dirigen a los respectivos polos. Esta separacion de los
homodlogos constituye la base fisica de la segregacion de los bivalentes.

Telofase

La telofase 1 inicia cuando los centromeros llegan a sus respectivos polos.
Los cromosomas pueden persistir condensados por un tiempo. Se forman dos
nUcleos hijos (cariocinesis) y el citoplasma también completa su divisidon
(citocinesis), mediante un plegamiento de la membrana que comienza desde
la periferia, en la parte media y va progresando hacia el centro de la célulqg,
de tal suerte que finalmente se obtienen dos células hijas con igual dotacion
de cromosomas y de citoplasma (Jiménez L.F., Merchant H. 2003, capitulo 27.
Salamanca F.A).
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En la interfase entre dos divisiones meidticas no hay duplicaciéon del ADN y
los cromosomas se encuentran en ndmero haploide (De Robertis E. y De
Robertis E.D.P., 1989). Estas dos células entran en la division meidtica 2, que es
bdsicamente una mitosis normal.

Division meidtica 2

Metafase 2
En la metafase 2, los cromosomas se colocan en el plano ecuatorial de
cada célula y aparecen unidos por el centromero al huso acromatico.

Anafase 2

En la anafase 2 ocurre la division longitudinal del centrdmero, lo que
permite que cada cromadtida se separe y unida por su centrdbmero al huso
acromdtico, migre hacia el polo respectivo de la célula (Jiménez LF.,
Merchant H. 2003, capitulo 27. Salamanca F.A)).

Telofase 2

Se lleva a cabo cariocinesis y la citocinesis mediante el plegamiento de la
memibrana desde |a periferia hacia el centro de la célula, finalmente tenemos
tétradas con ndmero cromosdmico “n”.

-Justificacion del trabajo.

Estudios ultraestructurales demostraron Ia universalidad de la presencia del
complejo sinaptonémico en la profase meidtica. Este hecho dio base a la
hipotesis que el CS estd relacionado con el apareamiento de los cromosomas
homodlogos, con la recombinacion y con la segregacion. (Sotelo, 1969) Sin
embargo, la observacidn de que el apareamiento por medio del CS no
asegura la recombinacion (Stack S., 1973, Rasmussen S. W., 1977), sugirid que
el CS puede ser necesario pero no suficiente para la recombinacion. La
presencia de CS en las levaduras haploides (Loidl J. et al., 1991), el hecho de
que la recombinacion puede tener lugar sin CS Bdahler J. et al., 1993) y la
presencia de CS mediando la asociacidon de cromosomas heterdlogos
(Jenkins G. Okumus A., 1992)), proyectd dudas sobre la hipdtesis de que el CS
es necesario para funciones meidticas como el apareamiento y la
recombinacion. En lo referente al apareamiento se discute la posibilidad de
que los cromosomas asociados en células somdticas de dipteros (von
Wettstein et al., 1984) y de levaduras pudieran conservar sus alineaciones
hasta zigoteno. Sin embargo, algunos autores sostienen que los movimientos
que dan lugar al bouquet destruirian las relaciones cromosdmicas previas
{ickler D. y N. Kleckner, 1998). En algunos hongos, plantas y animales se han
encontrado alineamientos de cromosomas homaologos en estadios previos al
zigoteno (ickler D. y N. Kleckner, 1998). Estas observaciones indican que
mucho antes de que el CS se haya formado, ya existen procesos de
reconocimiento de homologias y de alineamiento de los cromosomas
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homodlogos (Ortiz et al., 2002; Vazquez-Nin et al., 2003). Sin embargo, la
relacidon del CS con la recombinacion parece ser evidente en diversos
eucariontes excluyendo a las levaduras. Las evidencias mds importantes de
esta relacion derivan de la presencia de los nddulos de recombinacion en el
CS, en especial los asociados al espacio central del complejo (Carpenter A,
1975, 1979-a, 1979-b).

El apareamiento de los cromosomas homologos se produce en hembras de
Drosophila en ausencia de intercambio genético y el CS se forma en
mutantes sin recombinacion (“crossing over”) ni conversidon génica (McKim et
al., 1998).

Los estudios sobre la localizacion vy la citofisiologia del ADN y del ARN en la
profase meidtica son incompletos y no permiten una comprension clara de
sus funciones en relacion con los principales procesos meidticos. Los métodos
citoquimicos muestran la presencia del ARN (Esponda y Stocker, 1971), del
ADN (Latos-Bielenska A., 1990; Vazquez Nin G.H. et al., 1993.) o de ambos
(Welsch B., 1973; Vazquez-Nin G.H. y Echeverria O.M. 1976) en el CS. El ADN es
el principal componente de los elementos laterales de dicho complejo, pero
es excepcional en el espacio central del mismo. El ADN se encuentra en el
espacio central unicamente en los nddulos de recombinacion (Vazgquez Nin
G.H. ef al.1993.). Esta observacion sugiere que el CS es lugar donde se
produce el intercambio de cromdtidas. El andlisis molecular del ADN de CS
aislado esta enriquecido en secuencias “line/sine” y en dimeros CA repetidos
en tadndem. (Peariman R. et al. 1992; Karpova O. et al. 1995). Estas secuencias
son muy similares a las encontradas en las inmediaciones de los puntos de
ruptura de recombinacion. (Satyanarayana K. y Strominger J. 1992). En
profase meidtica, en especial en zigoteno y paquiteno, hay sintesis de ADN
probablemente diferente a la sintesis de reparacion. La sintesis paquiténica
produce secuencias moderadamente repetidas y muy conservadas en |as
plantas. (Friedman B. et al. 1982) EI ADN sintetizado en zigoteno es menos
conocido, hay evidencias autorradiogrdficas de que es un componente de
los ejes axiales y mds tarde de los elementos laterales del CS. (Kurata N. e Ito
M. 1978).

Desde la década de los anos cincuenta se puso de manifiesto que la
franscripcion continda durante la profase meidtica en plantas (Taylor H. 1959),
artropodos (Muckenthaler F.A. 1964) y mamiferos (Monesi V. 1965). La sintesis
es mds rdpida en leptoteno que en zigoteno y la concentracion
citoplasmdtica del ARN es bagja, indicando que la mayoria de éste
permanece en el ndcleo (Magee P.T. 1987; Ortiz et al., 2002; Vazquez-Nin et
al., 2003). La transcripcidn en paquiteno también es elevada y el ARN
permanece largo tiempo en el ndcleo como en estadios anteriores (Eddy E.
M. y O"Brien D.A. 1998). Sin embargo, ninguno de estos datos sugiere una
funcidn del ADN o del ARN relacionada con el reconocimiento de secuencias
homdlogas que puedan representar la base molecular de la gran
especificidad demostrada por el apareamiento final que acontece durante el
zigoteno.
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Recientemente, se encontrd que los cromosomas se aparean si son activos
en tfranscripcion, o que sugiere que el reconocimiento de secuencias
complementarias estd involucrado en el reconocimiento de homologias
(Cook P.R. 1997; Ortiz et al., 2002; Vazqguez-Nin et al., 2003).

En mi ftesis intento localizar en forma tridimensional al ARN en
espermatogonias fipo “B”, en la interfase premeidtica y sobre todo en
leptoteno y zigoteno, cuando ocurre el apareamiento final y la formacion del
CS. Para ello se utilizardn procedimientos de alta resolucion especificos en
cortes seriados.

Los cambios de la localizacion del ARN en el tiempo nos dardn claves del
papel citofisioldgico del mismo en el reconocimiento, alineacion vy
apareamiento de cromosomas homaologos.
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HIPOTESIS.

Para explicar el reconocimiento y alineacidn de los cromosomas
homodlogos, asi como su posterior apareamiento final y formacion del CS,
proponemos la siguiente hipdtesis: el ARN y/o el ADN median el
reconocimiento especifico por complementariedad de secuencias en fases
previas a la formacidon del CS, el cual representa un andamigje nucleo-
proteico, producto del apareamiento final.
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OBJETIVO GENERAL.

Estudiar la distribucion del ARN en las etapas en las que se lleva a cabo el
reconocimiento de regiones homaologas, la alineacion y el apareamiento final,
asi como también en el complejo sinaptonémico completamente formado,
con el fin de poner de manifiesto si estd involucrado en dichos procesos.

Obijetivos particulares.

1-Reconstruir  fridimensionalmente las estructuras de reconocimiento,
alineacion y sinapsis.

2-Locadlizar el ARN en espermatogonias tipo “B”, espermatocitos leptoténicos
y zigoténicos para verificar las relaciones entre las diferentes estructuras
meidticas.

3-Locadlizar el ADN en espermatogonias tipo “B”, espermatocitos leptoténicos
y zigoténicos para verificar las relaciones entre las diferentes estructuras
meidticas con técnicas citoquimicas ultraestructurales.

4-Inmunolocalizar el ADN en estructuras de la profase meidtica.
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MATERIAL Y METODO.

Para obtener la informacion que se plantea en los objetivos se realizd la
siguiente metodologia experimental.

Andlisis Citoquimico.

Se procesd el material bioldégico con la técnica estGndar para microscopia
electronica. Se ufilizaron festiculos de rata joven Wistar en todos los
experimentos; estos fueron extraidos bajo anestesia, se cortaron en pedazos
pequenos y fueron fijjados por inmersion en glutaraldehido al 2.5 % en buffer
de fosfatos 0.2 M a pH 7.2 durante 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente, la deshidratacion se llevd a cabo con alcohol eftilico
gradual cada 10 minutos, desde 60%, 70%, 80%, 96%, hasta absoluto. Se utilizd
oxido de propilleno como una sustancia de enlace, intermedia entre la
deshidratacion y la preinclusion. La preinclusion se realizd con una solucion de
oxido de propileno al 50 % mds 50 % de resina epdxica (Glycidether 100,
MERCK), a temperatura ambiente por 24 horas. Se polimerizé a 60° C durante
24 horas en resina epdxica al 100%. Se incluyd en esta resina para facilitar el
corte seriado.

De las muestras incluidas se realizaron cortes semifinos de
aproximadamente 400 nm de grosor; estos cortes fueron coloreados con azul
de toluidina y observados con microscopia 6ptica. Se eligid la zona de inferés
en algun tdbulo seminifero, debido a las asociaciones celulares que Leblond y
Clermont reportan en 1952 y se disminuyo la cara de la muestra, para obtener
cortes ultrafinos entre 40-60 nm de grosor.

Estos cortes fueron montados en rejillas de cobre de diferente densidad de
barrotes, como se observan en la figura 5, previamente cubiertas con formvar,
para la tincién general con acetato de uranilo y citrato de plomo. Otras de
estas rejillas fueron contrastadas con la técnica de Bernhard (1969),
preferencial para ribonucleoproteinas.

Se llevd a cabo la reconstruccion tridimensional de porciones de nucleos
para obtener una vision clara de las regiones de reconocimiento,
alineamiento y apareamiento, mismas que resultan dificimente discernibles
en cortes al azar. Para ello se hicieron cortes seriados (20 a 40) con la finalidad
de obtener reconstrucciones parciales de ndcleos. Este paso sin duda es el
mads complicado debido a que la obtencidén de cortes seriados es dificil (Fig.
5).

Teniendo cortes seriados montados en porta-especimenes especiales, se
llevd a cabo el contraste del material con los procedimientos de tincion
general (Ur-Pb) y preferencial para RNPs (Bernhard, 1969).

También se utilizaron rejillas de oro sin formvar, para montar cortes no
seriados y aplicar la técnica de contraste especifica para ADN (amina de
osmio), de Cogliati y Gautier (1973), modificada por Vazquez-Nin ef al. (1995).
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Se observaron las preparaciones en el microscopio electronico de
tfransmision, EM10 Carl Zeiss (Fig. 6), y se tomaron fotografias de ndcleos de
espermatocitos con estructuras de la profase meidtica. Luego de obtener el
material fotogrdfico se llevd a cabo el estudio del mismo. Para laos
reconstrucciones fridimensionales se analizaron las continuidades entre
estructuras meidticas con ayuda de calcas sobre papel tfransparente de Ias
imagenes obtenidas de los cortes, colocando la transparencia de un corte
sobre la imagen de los cortes adyacentes, observando asi, la relacion entre
ellas.

Diagrama de flujo 1, procedimiento estaindar del material biolégico.

Tubulos seminiferos de testiculo de rata.

U

Fijacion: Glutaraldehido 2.5% en amortiguador de fosfatos 0.2 M
Con pH 7.2 durante 1 hora a temperatura ambiente.

U

Enjuagues con mismo amortiguador 3 x 10 min.

U

Deshidratacién: etanol 60%, 70%, 80%, 96%, cada 10 min.
Etanol absoluto 2 x 20 min.

U

Oxido de propileno 2 x 15 min.

Pre-inclusion: Oxido de propileno 50 % - resina epdxica 50% (Glycidether 100, MERCK)
Temperatura ambiente, 24 horas

U

Inclusion: Evaporacion del oxido de propileno, se incluye en moldes con resina epdxica 100%
Polimerizacién en estufa 60°C durante 24 horas.

U
Corte.
Semifinos y ultrafinos. = Reconstruccion tridimensional.
U U
-Ur- Pb
Contraste. -Amina de osmio.
-EDTA
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Diagrama de flujo 2. Procedimiento de tincion con amina de osmio.

Hidrolizar: HCI, 5N, 45 minutos a temperatura ambiente.

U
Lavado con H,O destilada. X inmersion.
U
A-O, 1 hora, 37° C en oscuridad.
U

Lavado con H,O destilada. X inmersion.

U

Secado con papel filtro

Andlisis Inmunocitoquimico.

Inmunolocalizacion.-

Las técnicas inmunocitoquimicas se basan en la deteccidon de antfigenos
mediante anticuerpos. Los anfigenos son generalmente moléculas de alto
peso molecular como las proteinas, los polisacaridos y dacidos nucleicos,
exdgenos a un animal, que al ser administrados a éste activan a los linfocitos,
los que a través de un largo proceso producen anticuerpos especificos. La
gran afinidad de los antficuerpos por su anfigeno otorga especificidad a la
reaccion y disminuye el ruido de fondo, asi como las reacciones cruzadas con
otros componentes. En inmunocitoquimica, el anficuerpo se utiliza como un
reactivo para localizar el antigeno contra el cual fue preparado y se aplica a
una seccién de la célula en la que interactda con el antigeno, formando un
complejo antigeno-anticuerpo.

Existen dos métodos para localizar anfigenos: El primero es el directo,
consiste en marcar el anficuerpo con un colorante o un enzima catalizadora.
El segundo es el indirecto, que consiste en 2 pasos; el primer paso es la
localizacion del antigeno de la célula por un anticuerpo (anticuerpo primario)
No marcado, aplicado directamente. En el segundo paso se visudliza la
reaccion por un anticuerpo desarrollado contra el anticuerpo primario y unido
a un marcador (anticuerpo secundario).

En microscopia electronica los marcadores deben tener elementos de alto
numero atdbmico o combinarse con uno de ellos. Los marcadores mas usados
son miscelas de oro y la enzima peroxidasa, que cuando se le emplea en
presencia de aminobencidina y perdxido de hidrogeno da un producto
insoluble y osmidfilo.
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Procedimiento.-

Se tomd una cantidad de tubulos seminiferos de un testiculo de rata joven
Wistar, se dividid en ftres partes. El primer tercio de material fue fijado
inmediatamente con paraformaldehido al 2 % en PBS como amortiguador,
por 1 hora a 4° C. El segundo tercio fué fijado con paraformaldehido también
pero al 1 % en PBS a temperatura ambiente y con 2 min. de microondas. El
dltimo tercio fue fijado igual que el anterior pero con 4 min. de microondas. Se
lavd el material en PBS.

La deshidratacion se llevdé a cabo con soluciones de metanol en agua
destilada al 30 %, 50 %, 70 % y 90 % aumentando el tiempo y bajando la
temperatura. Para la preinclusion se utilizd metanol al 90 % y Lowicryl KAM en
proporciones 1 : 1 por 60 min. a -20° C. Luego se realizd un cambio a
proporcion 1 : 2 respectivamente por 60 min. a -20° C. Posteriormente se dejo
1 hora en resina pura a la misma temperaturag, para después hacer un cambio
nuevamente a resina pura y dejar toda la noche. Al otro dia se incluyd en
cdpsulas de gelatina y se polimerizd a -20° C con luz ultravioleta.

Se realizaron cortes semifinos de los blogues en resina K4M, se eligieron
zonas de interés segun las asociaciones celulares y se retalld la cara del
blogue para obtener cortes ultra finos; se montaron en rejillas de niquel
previamente cubiertas con formvar.

Se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-ADN de Progen, de acuerdo al
protocolo de Vazquez-Nin et al. (1993).
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B C

Figura 5. a) Ultra micrétomo MT-2. b) Cortes sostenidos por tension superficial sobre el agua que contiene la barquilla de una

cuchilla de diamante. La cinta que se forma por adherencia de un corte con el siguiente, facilita recogerlos ordenadamente con

el fin de reconstruir la tercera dimension de estructuras mediante cortes seriados. ¢) Soportes de las muestras para su estudio

con el microscopio electrénico de transmision, también llamados rejillas. Todos los discos son de 3 mm de diametro (Vazquez-
Nin y Echeverria, 2000).
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Diagrama de flujo 3. Procedimiento de material biolégico para Lowicryl K4M

Tubulos seminiferos de testiculo de rata.

U
Fijacion:
Paraformaldehido 2% en PBS x 1 hr. a 4° C
Paraformaldehido 4% en PBS a T.A. y 2 min. de microondas.
Paraformaldehido 4% en PBS a T.A. y 4 min. de microondas.

U
Lavados conPBS 4x 10" a4°C

U
Bloqueo NH4Cl (Cloruro de amonio) 0.5 M en PBS, 45min. a 20° C

U
Lavado 3 x 10  conPBS a4°C

U
Deshidratacién:

v' 30% metanol en agua destilada 30" 0° C.
v’ 50% metanol en agua destilada 60" (-20° C)
v’ 70% metanol en agua destilada 60" (-35° C)
v 90% metanol en agua destilada 60" (-35° C)

U
Pre-inclusion: Lowicryl K4M

100% Lowicryl K4M diluido 1:1 en metanol al 90 %. 60 (-20° C)

U
Inclusién: Lowicryl K4M

v 100% Lowicryl K4M diluido 2:1 en metanol al 100%. 60" (-20° C)
v 100% Lowicryl K4M 60" (-20° C)
v 100% Lowicryl K4M durante la noche (-20° C)

U
Rayos ultravioleta, 12 hrs. (-20° C) + 48 hrs. a 20° C

U

Corte
Semifinos y ultrafinos
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Diagrama de flujo 4
Procedimiento de inmunolocalizacion post-inclusion con segundo anticuerpo marcado
con oro.

Los cortes de testiculo montados en rejillas de niquel se ponen sobre una gota de suero normal
de cabra (NGS) diluido 1:100 en PBS 3 min.

U

Se flota en una gota de solucion: 10 ml. de PBS + 1 mg albumina de suero bovino (BSA)
+ 5 ul de Tween 20 + anti-ADN 1:10, a T. A. 4 horas.

U
Se incuba 16 hr. en gotas de 10 a 40 ul sobre Parafilm en una camara himeda a 4° C.

U

Lavados con PBS-Tween 20 por goteo.
U

Lavados con PBS solo por goteo
U
Se flota 15 min. en PBS solo.

U

Se flota 3 min. en NGS en PBS 1:100.
U

Incubamos en el 2° anticuerpo GAM-IgM oro de 10 nm diluido 1:10 en PBS en gotas de 10 a
40 ul sobre Parafilm en una cdmara himeda 30 a 60 min. a T. A.

U

Lavar con PBS por goteo, flotar en PBS 15 min. Lavado nuevamente con PBS por goteo.

U

Lavado con H,O bidestilada por goteo y flotar 15 minutos en H,O bidestilada.

U

Se deja secar medio dia antes del contraste suave.
EDTA, Ur-Pb.
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Figura 6. Microscopio electronico de transmision EM10 Carl Zeiss del laboratorio de microscopia electronica dela facultad de
ciencias. (Vazquez-Nin y Echeverria, 2000).
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RESULTADOS

El ndcleo de espermatogonias tipo “B”.

El ndcleo presentd ademds de los componentes estructurales que
normalmente encontramos en nudcleos interfasicos, ejes alargados irregulares
en forma de collar de cuentas, compuesto de cromatina extendida
altferndndose con cromatina parcialmente condensada, y al mismo tiempo
presentd asociacion de particulas ribonucleoproteicas, se generan a partir de
cumulos de cromatina compacta junto a la envoltura nuclear y pueden llegar
a medir hasta un radio nuclear.

Ademas, estos ndcleos presentan otros ejes largos de cromatina extendida
rodeados por filamentos o asas laterales y su estructura se asemeja a los
cromosomas plumulados de los anfibios; sin embargo, son unas 100 veces mds
pequenos por lo que los llamamos estructuras microplumuladas (Fig. 7).

Figura 7. Nucleo de espermatogonia de testiculo de rata. Tincién general. Flecha grande: estructura microplumulada en la que
se observan las asas laterales en forma perpendicular al eje principal de la estructura microplumulada, la cual llega a tener la
longitud de un radio nuclear. La flecha punteada nos muestra la alternancia de cromatina laxa y semicompacta en forma de
cuentas de collar que parte de un cimulo de cromatina compacta adosado a la envoltura nuclear, tipica de espermatogonias
costrosas. C = citoplasma. E.N.= envoltura nuclear. Aumento 22,250 x.

Barra = 1 micra.
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Estos ejes pueden partir del collar de cuentas o también de cumulos de
cromatina compacta que se encuentran en contacto con la envoltura
nuclear y llegan a medir la mitad del didmetro nuclear. Algunos se alinean en
paralelo a lo largo, frecuentemente son encontrados con esta disposicion en
cortes seriados, pueden ocupar bastante espacio nuclear o ftan solo
presentarse en un corte.

Las estructuras cromosdomicas microplumuladas son observables en
espermatogonia tipo "B" (en espermatogonias tempranas no) vy
posteriormente en espermatocitos tempranos (pre-leptoteno, leptoteno,
zigoteno).

Estas evidencias demostraron una decompactacion de la cromatina previa
al pre-leptoteno.

Gracias a la tincion especifica del ADN por amina-osmio se observo la
presencia de las estructuras microplumuladas que estan formadas por
cromatina extendida (Fig. 8).

Figura 8. Nucleo de espermatogonia. Tinciéon amina-osmio. La flecha delgada sefiala una estructura microplumulada
cromosomica que se encuentra alineada con otra a una distancia mayor de 100 nm, lo que nos demuestra que existe un
reconocimiento de secuencias homélogas. En la flecha gruesa se observa cromatina extendida, asi como cromatina compacta
adosada a la envoltura nuclear, tipica de espermatogonias tipo “b”, de la cual se extiende en fibras a lo largo de un eje principal
semejante a un collar de cuentas. Aumento: 38,750 x. Barra =100 nm.

El método de tincidn preferencial para ribonucleoproteinas de Bernhard
(acetato de uranilo - EDTA - citrato de plomo) corrobord que las estructuras
microplumuladas formadas por cromatina laxa, presentan asociacidn con
ribonucleoproteinas en forma de fibra o grano. EI microplumulado sintetiza
ARN mensajero.
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Gracias a los cortes seriados, observamos que las espermatogonias tipo “B”
contienen frecuentemente pares de estructuras en proceso de alineacion,
con dos ejes que se extienden paralelamente uno junto al ofro;
son estructuras microplumuladas que nacen a partir de cdmulos de cromatina
compacta, cuyos ejes estan formados generalmente por dos flamentos finos
que contienen ADN, situados a una distancias entre 10 a 20 nm, relacionados
por filamentos constituidos por ADN. Tanto los ejes como los filamentos
tfransversales que los unen se asocian con fibrilas que contienen
ribonucleoproteinas (Fig. 9).

Figura 9.
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Figura 9. Cortes seriados de nticleo de espermatogonia tipo “B”. En la fotogratia del primer corte, se observan 2 cimulos
de cromatina compacta (flechas) junto al nucleolo (Nu). Se visualiza un corte longitudinal del eje de la estructura
microplumulada, (cabeza de flecha) que parte del cimulo mas grande hacia la envoltura nuclear (En) pero sin llegar a ella;
mide entre 400 y 600 nm de largo en el corte; este eje consta de dos filamentos de ADN que corren paralelamente a una
distancia entre 10 y 20 nm. Presenta asas radiales, transversalmente a lo largo de los ejes principales.

En el segundo corte se observa uno de los filamentos del microplumulado (cabeza de flecha) que se extiende un poco mas,
dando vuelta hacia la derecha; se observa con mayor densidad de ADN y/o ARN. Los ciimulos de cromatina compacta
(flechas) disminuyen de tamatfio en este corte asi como el nucleolo (Nu).

En el corte 3 del nicleo, observamos el otro filamento del microplumulado (cabeza de flecha) pero extendiéndose hacia el
lado izquierdo llegando hasta la envoltura nuclear, lo que demuestra que en esta fase del proceso meidtico, tenemos la
formacion de estructuras microplumuladas alineadas en paralelo, en ciertas partes del cromosoma. El nucleolo (Nu)
disminuye su tamafio por el acercamiento del corte hacia la orilla de la estructura. Se observan dos cimulos de cromatina
compacta (flechas) que disminuyen su tamafio, uno casi desaparece.

El corte nimero cuatro muestra un cimulo de cromatina compacta; el otro ya no aparece y en su lugar tenemos cromatina
laxa, el nucleolo disminuye de tamaiio.

En la quinta figura se aprecia dentro del nucleo que la mayoria del material se encuentra en estado laxo, salvo algunos
cumulos pequefios de cromatina compacta (flecha) y algunos segmentos de alineaciones no muy claras como la que esta
sefialada por la punta de flecha.

Aumento: 17000 x. Barra = 200 nm.
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El ndcleo en interfase meidtica.

Esta fase también llamada pre-leptoteno, se caracteriza por la pérdida de
los cUmulos de cromatina compacta en contacto con la envoltura nuclear;
progresivamente van extendiéndose y el nucleolo migra hacia la periferia
disminuyendo su tamano.

La estructura microplumulada tiene un eje principal llamado filamento axial
que se observa en el recuadro de la figura 10 y en la figura 11; ademads esta
compuesto por dos filamentos finos de cromatina, con una distancia entre
ellos de 10-20 nm aproximadamente, en el cual crecen asas radiales en forma
de ramas de cromating, pareciendo un darbol de Navidad. Estas asas de
cromatina laxa fienen 40 a 200 nm de longitud, medido del extremo al
filamento axial. En su formacion son poco numerosas, su frecuencia aumenta
gradualmente y se distribuyen a lo largo del filamento axial.

Las asas radiales antes mencionadas se asocian con ribonucleoproteinas
(Fig. 10); estas particulas parecen estar involucradas en el reconocimiento y
alineamiento de los cromosomas homologos.

Figura 10. Dos regiones de cromosomas homologos forman a la estructura de escalerilla de doble cuerda (flecha), la cual
podemos encontrar en estadio pre-leptoteno o interfase meidtica, como es el caso de esta imagen donde se distinguen dos ejes
paralelos que estan conectados entre si por fibrillas tanto de ARN como ADN; incluso se hace notar el granulo
pericromatiniano. Tincién general. Aumento 52,500 x. Barra =100 nm.

Recuadro. Estructura microplumulada (MP) asociada con particulas RNPs, granulos pericromatinianos (Gpc). Tincion general.
Aumento 52,500 x.

36



Comunmente, pares de microplumulados se encuentran alineados en
paralelo y conectados por filamentos de ADN asociados con fibras de
ribonucleoproteinas (Fig. 11). Esta estructura en proceso de ensamblaje la
denominamos escalerillas de doble cuerda. La distancia entre los flamentos
axiales del microplumulado puede ser agrupada en dos rangos: 40 a 100 nm,
filamentos yuxtapuestos y de 150 a 300 nm, filamentos axiales alineados a
distancia. En el estadio pre-leptoténico, se observan claramente los pares de
filamentos paralelos de cromatina extendida, interrelacionada por flamentos
finos y estructuras en forma de cuentas de rosario, las cuales corresponden a
fibras de ribonucleoproteinas, lo que nos hace deducir que persiste el nivel
alto de transcripcidon en el ndcleo.

B
o *¥ z b, Y
Figura 11. Nucleo en interfase meidtica, inicio de leptoteno-zigoteno. Tinciéon general. Las flechas sefialan dos
microplumulados en el proceso de apareamiento, formando ya una estructura llamada escalerilla de doble cuerda. Los

filamentos alineados en paralelo se unen por filamentos transversales. Observe la falta de cromatina compacta y de granulos
pericromatinianos. Gran cantidad de eucromatina en el niicleoplasma. Aumento 33,750 x. Barra =200 nm.
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Al final de la interfase meidtica la cromatina extendida y las estructuras RNP
en el espacio nuclear sugieren transcripcion (Fig. 10 y 11). Observamos
estructuras microplumuladas asociadas a particulas ribonucleoproteicas.

Estadio leptoteno - zigoteno (Fig. 12).

Figura 12. Tincién general. Anticuerpo especifico para ADN acoplado a miscelas de oro de 10 nm. Estadio leptoteno-zigoteno
de la profase meiotica [. Se ven partes de complejos sinaptonémicos (CS), uno de ellos en formacion (flecha), asi como ejes
axiales (EA) que contienen ADN, que convergen y forman la sinapsis de los cromosomas homologos por medio de diminutas
fibras que atraviesan de un elemento lateral a otro. Aumento 52,500 x. Barra =100 nm.
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Figura 13. Nucleo de espermatocito de rata. (Leptoteno-zigoteno). Tincion preferencial para ribonucleoproteinas. Se observan
elementos laterales de complejos sinaptonémicos en formacion, marcados por flechas. Escalerillas de doble cuerda (E)
formada por dos ejes en disposicion paralela de particulas ribonucleoproteicas. Aumento 38750 x. Barra =1 micra.

39



En el estadio leptoteno y zigoteno observamos también una alta
produccion de particulas ribonucleoproteicas, las cuales estdn asociadas a
las escalerillas de doble cuerda. Por otro lado, corroboramos que el elemento
lateral estd formado en su mayoria por estas particulas EDTA positivas que se
asocian con las asas de cromatina (Fig. 13y 14)

Foto 14. Ntcleo en leptoteno-zigoteno avanzado donde se sefiala el complejo sinaptonémico (CS) ya formado, asi como la
continuidad con la estructura de escalerilla de doble cuerda (flecha grande), relacionandose con pequeiias fibras de cromatina y
RNPs. Tincion general. Aumento 52 500 x. Barra =190 nm.

Recuadro: Se observa la asociacion de las asas radiales de una estructura microplumulada con granulos y fibras
pericromatinianas seflaladas con flecha pequefia. Tincioén preferencial para RNPs (EDTA). Aumento 52500 x.
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En el estadio leptoteno-zigoteno muchos de los cromosomas ya estan
alineados al comienzo de la formacion del elemento axial. Al inicio de este
periodo, los filamentos axiales de los microplumulados presentan regiones
densas, generalmente cortas, discontinuas y muchas de ellas aparecen en
pares, en contacto con la envoltura nuclear. El incremento de densidad estd
dado por un material que se asocia al flamento axial. Este material no se
contrasta con amina-osmio, tincion especifica para ADN.

Con el procedimiento de tincidn preferencial para ribonucleoproteinas, se
contrastan positivamente los elementos axiales nacientes (Fig. 15).

Figura 15. Nucleo de espermatocito de rata en estadio leptoteno-zigoteno medio. Tincion preferencial para RNPs (EDTA).
Ejes axiales formandose ya apareados conservando su estructura preexistente, es decir, la estructura microplumulada que sufre
un engrosamiento del eje por la acumulacion de proteinas, asi como filamentos pequefios transversales EDTA positivos
sefialados con flechas. Aumento 13600 X. Barra = 1 micra.

Cada elemento axial estd compuesto por dos flamentos paralelos muy
cercanos entre si, de 20-30 nm de separacion. Los elementos axiales pueden
comenzar a formarse alineados a distancia, variando entre 150 y 700 nm, con
numerosos filamentos transversos en el espacio entre ellos. Esta formacion se
da a la par con la alineaciéon de estructuras microplumuladas, es decir con la
formacion de escalerillas de doble cuerda.

La continuidad de estructuras microplumuladas y de elementos axiales
nacientes que conservan la estructura plumulada se observa frecuentemente.
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Las reconstrucciones tridimensionales muestran que 1os elementos axiales se
forman en pares en confinuidod con estructuras microplumuladas
conectadas por fibras tfransversales. También se encuentran elementos axiales
cortos y aislados, que presentan una estructura cilindrica de 35 a 55 nm de
didmetro. Los pares de elementos axiales se acercan en la proximidad de la
envoltura nuclear (180-350 nm) pero divergen en el interior del ndcleo (400-800
nm), se puede observar en la figura 15.

Existe una infensa transcripcion en leptoteno - zigoteno. Las estructuras
EDTA positivas mdas abundantes que presentan ARN son las fibras de
ribonucleoproteinas; también existen algunos granulos pericromatinianos
nacientes y granulos intercromatinianos dispersos o en pequenos cumulos (Fig.
13,14y 15).

El espacio entre los elementos axiales alineados antes de la sinapsis tiene
una estructura en forma de puente, por numerosos hilos finos de cromatina
asociados con fibras de ribonucleoproteinas y granulos. La distancia mads
cercana entre ambos elementos llega a ser entre 50 y 90 nm, la cual es menor
que la distancia entre los elementos laterales del CS.

El elemento cenfral y filamentos transversos del CS aparecen
progresivamente entre los elementos laterales creando una region libre de
cromatina y ribonucleoproteinas. La aparicion de esta regidn central de
exclusion de cromatina es el rasgo distintivo del inicio de la sinapsis (Fig. 12 y
14).

Existe un proceso de compactacion y al mismo tiempo de reorganizacion
espacial de la cromatina. El CS naciente es rodeado por capas de cromatina
compacta asociada con los elementos laterales. Los filamentos radiales de
cromatina extendida son asas de ADN cortas que con frecuencia estan
contenidas en el grosor del corte. Se forman tfambién algunos cdmulos de
cromatina compacta asociados a la envoltura nuclear.

Es muy raro observar convergencias de elementos axiales durante la
sinapsis, por que estas estructuras estdn cerca una a la ofra, y ya estan
paralelos cuando se forma el CS. Cuando se forma el bouquet los elementos
axiales no apareados, asi como los CS en formaciéon se acercan unos a otros,
debido al desplazamiento de los tfelomeros, se concentran en una peguena
superficie de la envoltura nuclear. En la figura 16 se ve el tamano del
elemento axial que varia entre 350 nm y 1.5 um. Algunos llegan a ser de varias
micras de longitud.
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Figura 16. Eje axial. Tincion UrPb e inmunolocalizacion con anti-ADN acoplado a miscelas de oro de 10 nm. Se observa el
filamento axial asi como las extensas asas de cromatina con presencia de granos de oro. Esta estructura también presenta
asociacion con particulas ribonucleoproteicas, Aumento 95000 x. Barra =100 nm.

Estadio paquiteno.

Este estadio se caracteriza por la presencia de CS completamente
formados, donde los elementos laterales presentan estrias fransversales cada
200 nm aproximadamente en cortes laterales y oblicuos del CS, como en la
figura 17. En estos cortes también se observa que los elementos laterales del
CS en paquiteno son cintas de 0.2 um de ancho, con estrias longitudinales
formadas por paquetes gruesos irregulares de fibras que se extienden a lo
largo de la cinta.
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Figura 17. Complejos sinaptonémicos maduros, en los que se observan los diferentes componentes de la estructura tripartita.
La flecha superior muestra los filamentos transversos y el elemento medial. La flecha inferior muestra los elementos laterales
y sus estrias transversales. Tincion general. Aumento 52500 x.

Barra =100 nm.
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En la cara central del elemento lateral existen uno o dos filamentos tenidos
en oscuro de grosor irregular pareciendo un collar de cuentas en una cinta o
cuerda alineadas. Por su delgadez y composicion estos filamentos son dificiles
de observar si no se emplean confrastes especificos o preferenciales para
ADN o ARN.

El acetato de uranilo - EDTA - citrato de plomo, procedimiento de tincion
preferencial para RNP (Bernhard, 1969), contrasta positivamente numerosas
fioras y granulos asociados con la estructura microplumulada: ademds del
elemento axial en proceso de formacion, el desarrollo de ejes cromosdémicos
durante leptoteno - zigoteno y el elemento lateral del CS en paquiteno
temprano asi como fibras y granulos en el nucleoplasma (Fig. 18).

Conforme avanza el paquiteno el elemento |lateral del CS contiene menos
RNPs y por lo fanto disminuye el contraste en su esftructura, pero alrededor del
CS se finen numerosas fibras y granulos pericromatinionos descritas por
Monneron y Bernhard en 1969.
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La mayor cantidad de granulos pericromatinianos en la profase meidtica |,
se observa en el paquiteno y en estadios posteriores, pues en la interfase
meidtica y leptoteno-zigoteno son escasos.

En la figura 18, se observa un corte lateral del elemento lateral del CS
contrastado con la técnica del EDTA. Esta tincidon pone de manifiesto granulos
pericromatinianos y fibras ribonucleoproteicas asociadas a dicho elemento.

Figura 18. Fibras de ribonucleoproteinas asociadas al elemento lateral (flecha) son marcadas positivamente por esta tincion.
Sin embargo, observamos que la cromatina del elemento lateral se presenta en gris claro. Tincién preferencial para RNPs.
Aumento 71250 x. Barra =100 nm.

La distribucion del ADN en el ndcleo en paquiteno se ve en la figura 19,
gracias a la tincion especifica de amina - osmio. En este estadio el ADN en su
mayoria se sitia en los elementos laterales y alrededor de CS en forma de
cromatfina que se compacta progresivamente a medida que avanza la
profase e incluso hasta la metafase.
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Figura 19. Disposicion de ADN en el complejo sinaptonémico. Se observa claramente el espacio de exclusion de cromatina
(flecha) y s6lo algunas fibras corren transversalmente de un cromosoma hacia el homologo. Tincién especifica para ADN por
el método de amina-osmio. Aumento 52500 x.

Barra =100 nm.

Dos filamentos paralelos que se contrastan con la tincidn de la amina-
osmio, pasan longitudinalmente por la cara inferna del elemento lateral,
semejando un collar de cuentas. De estos flamentos se extienden algunas
asas cortas de ADN hacia el espacio de exclusidon y otras hacia el elemento
lateral, las que presentan longitudes Nno mayores que el ancho del propio
elemento. También se observan fibras de ADN que cruzan el elemento lateral
y se contindan con la cromatina que rodea el CS.

La regidn cromosdmica adosada a la envoltura nuclear se conforma por
una masa densa de filamentos con distribucion aparentemente no
estocastica, que se muestra claramente en la figura 20.
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Figura 20. Placa basal del CS donde se observa las fibras de anclaje, las cuales son proteinas que unen la membrana nuclear
interna a la membrana nuclear externa (FA), el elemento medial y las fibras transversas del CS (Flecha). Tincion general.
Aumento 71250 x. Barra =100 nm.

Estadio diploteno

El comienzo del diploteno se caracteriza por un agudo aumento en la
densidad de la cromatina. Simultdneamente suceden cambios caracteristicos
en la estructura del CS. 1.- Los flamentos fransversos y el elemento central
desaparecen. 2.- La apariencia de cinta del elemento lateral se pierde y sus
elementos axiales abandonan el borde del espacio de apareamiento para
migrar dentro de las masas de cromating.

En el drea de cromatina extendida, los restos del elemento |lateral son dos
flamentos paralelos rodeados por asas y pequenos cumulos de cromating.
Estos Ultimos en estadios posteriores, pierden su disposicion paralela y el unico
resto visible del apareamiento son pequenos espacios libres de ADN (Fig. 21).
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Figura 21. Nucleo de espermatocito en diploteno. Se observa grandes cumulos de cromatina compacta (CC) y en la region
periférica del nucleo la separacion de cromosomas homoélogos (flechas), que demuestran como desaparecen los componentes
del complejo sinaptonémico y se compacta su cromatina. Tincion general. Aumento 37500 x. Barra = 1 micra.
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DISCUSION

Los resultfados antes descritos demuestran |la presencia de estructuras
especiales, no enconfradas en ndcleos en interfase, pero si en
espermatogonias fipo "B”. Asi, ademds de los componentes estructurales
usuales de nudcleos interfasicos, se encuentran largos ejes irregulares de
cromatina extendida asociada a particulas ribonucleoproteicas que se
alterna con cromatina parcialmente condensada. Estos ejes, que comienzan
el proceso de busqueda del cromosoma homalogo, se originan en cumulos
de cromatina compacta adosada a la envoltura nuclear y parecen como un
collar de cuentas de rosario; pueden llegar a medir hasta un radio nuclear.

Ademads, estos ndcleos presentan ejes largos de cromatina extendida
rodeados por filamentos, parecidos a pequenas estructuras cromosdmicas
plumuladas (microplumulados) que se forman a partir del collar de cuentas
asi como fambién de cdmulos de cromatina compacta en contacto con la
envoltura nuclear. El método de Bernhard, procedimiento preferencial para
ARN, demuestra una fuerte asociacion de grdanulos y fibras RNP con las
estructuras microplumuladas, por o que se concluye que existe una intensa
franscripcion en estas estructuras. Esta conclusion es apoyada por la
demostracion de la presencia de RNA polimerasa Il en las estructuras
microplumuladas en trabajos anteriores (Vazquez-Nin et al., 2003).

Durante la interfase meidtica (pre-leptoteno), los cumulos de cromatina
compacta disminuyen progresivamente y el nucleolo migra a la periferia
nuclear. La cromatina compacta de los ejes comienza a extenderse y da
lugar a largas estructuras microplumuladas, que se componen por dos
filamentos finos de ADN asociados a fibras de RNPs, paralelos y muy cercanos,
uniendo sus asas a lo largo de los ejes alineados, que dan el parecido a
escalerillas de cuerda. En esta fase se observan dos tipos de alineaciones de
las estructuras microplumuladas, los filamentos yuxtapuestos y los filamentos
axiales alineados a distancia. La pérdida de la condensacion del material
nuclear durante la interfase meidtica, permite la visualizacidn de fibras de
cromatina extendida alineadas en paralelo, interrelacionadas por filamentos
finos y estructuras que corresponden a fibrillas de ribonucleoproteinas. Al final
del estadio pre-leptoténico, la cromatina extendida y las estructuras
ribonucleoproteicas estdn presentes en todo el espacio nuclear, 10 que nos
hace deducir que la transcripcion es abundante.

El inicio del estadio leptoteno-zigoteno es marcado por la acumulaciéon de
material en pequenas partes de los ejes de la estructura microplumulada.
Estas zonas son generalmente cortas y muchas de ellas aparecen en pares en
contacto con la envoltura nuclear. Los ejes axiales pueden visualizarse con un
contraste positivo  del procedimiento de tincion preferencial para
ribonucleoproteinas (Bernhard 1969). La formacion de elementos axiales,
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sucede al mismo tiempo en que las estructuras microplumuladas, presentan
regiones alineadas que se corresponden. Los elementos axiales alineados
presentan numerosos filamentos que relacionan uno con el otfro, y su eje
principal puede continuarse con una estructura microplumulada. Esto
demuestra que en el proceso de formacion del elemento axial la estructura se
mantiene, o que logramos observar mds claramente con reconstrucciones
fridimensionales.

El eje axial al aproximarse a la envoltura nuclear, se acerca a su homologo;
por el ofro lado, hacia el interior del ndcleo, los pares de ejes divergen. La
presencia de gran cantidad de fibras de ribonucleoproteinas demuestra que
la transcripcidn adn presenta niveles altos en el estadio leptoteno-zigoteno.

Los elementos axiales que son cilindricos, al aproximarse ya estan paralelos.

Durante el bouguet, un gran numero de elementos axiales han
desaparecido. Es muy raro encontrar en la formacidn del complejo
sinaptonémico, la contfinuidad con un elemento axial. Generalmente, los
elementos axiales ya estan alineados antes de la singpsis. Los primeros
complejos sinaptonémicos son pedazos cortos de una longitud aproximada a
1 micra en contacto con la envoltura nuclear. Los cortes seriados realizados
en el presente estudio demuestran que ambos elementos laterales de estos
complejos crecen simultdneamente. Nunca se han encontrado las figuras de
apareamiento de elementos axiales previamente formados con la forma de
"Y” descritas por los citogenetistas clasicos (Otto J.H. A. Towle, 1989, Gardner
E. J. 1977). Propongo que estas imagenes son generadas por el tfraumatismo
mecdnico durante el procedimiento de la preparacidon de los extendidos
empleados.

El elemento central y los filamentos transversos aparecen progresivamente
entre los elementos laterales creando una region libre de cromatina pero rica
en estructuras proteicas. Al mismo tiempo el proceso de compactacion tiene
lugar y se lleva acabo la reorganizacion espacial de la cromatina. Durante el
leptoteno-zigoteno, el complejo sinaptonémico naciente, es rodeado por
capas de cromatina compacta asociadas con el elemento lateral. Los
flamentos radiales de la cromatina extendida son asas que parecen cortas,
debido a que se pliegan y pueden estar contenidos en el grosor del corte. Se
forman también cdmulos de cromatina semi-compacta asociada a la
envoltura nuclear.

La formacion del complejo sinaptonémico puede darse de dos maneras: 1)
en continuidad con estructuras microplumuladas o 2) en estructuras de
escalerilla de doble cuerda.

Infiero que las estructuras encontradas en espermatogonias tipo “B”, son la
forma en la que el cromosoma realiza la busqueda de su homdlogo, ya que
este proceso involucra acciones a larga distancia dentro del ndcleo, las
cuales son redlizadas por una o varios tipos de macromoléculas, proteinas,
ADN y/o ARN. Dawe (1998) y Cook (1997) proponen, que las proteinas pueden
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funcionar como sistema inicial de atraccion. Sin embargo, la atraccidn puede
ocurrir después del reconocimiento de secuencias homdlogas. Sybenga
(1999) propone que priones o proteinas parecidas a priones, pueden formar
fiboras semi-estables conectando segmentos homdologos de cromosomas.
Muchos autores consideran que el ADN estd involucrado en la bdsqueda
inicial de homologia, reconocimiento y apareamiento (Loidl, 1990; Moens,
1994; Kleckner, 1996, Sybenga, 1999). No obstante, la cadena doble de ADN
no es eficiente en reconocer la homologia y la cadena sencilla de suficiente
longitud, no logra aparearse al cromosoma homdlogo ya que es sensible al
atague por endonucleasas.

Los cromosomas homaologos en dipteros (Wandall y Svendsen, 1985) vy
algunas levaduras (Scherthan et al, 1994; Weiner y Kleckner, 1994) presentan
asociaciones somdticas, que aparentemente desaparecen durante la
replicacion del ADN. También los movimientos de formacion del bouquet
pueden alterar asociaciones previas de cromosomas homodlogos (Sybenga,
1999). De cualguier manera, en muchos estudios de animales, plantas vy
hongos se observan alineamientos de cromosomas homologos antes de la
aparicion de los telomeros organizados en el bouquet (Kleckner, 1998;
Mikhailova, et al, 1998; Martinez-Pérez, et al, 1999; Zickler y Kleckner, 1999).

Otros proponen que la busqueda de homologia y la alineacion de
cromosomas homaologos, generalmente se desarrollan durante el estadio
leptoteno y zigoteno (Cook, 1997; Scherthan et al., 1996; Scherthan et al,,
1998).

Nuestras observaciones demuestran que las fases leptoteno y zigoteno no
son fases distintas, sino el proceso de reconocimiento, alineacion vy
apareamiento de los cromosomas. Esto debido a que se observa la
continuidad entfre elementos axiales y estructuras microplumuladas y por otro
lado la continuidad de escalerillas de doble cuerda con microplumulados, 10
cual nos dice que los espematocitos presentan caracteristicas de leptoteno y
zigoteno a la vez. Estas caracteristicas son: el crecimiento de los ejes
cromosdmicos, que es un proceso clasicamente leptoténico, se produce al
mismo tiempo que la formacion del complejo sinaptonémico, que es un
proceso tipico del zigoteno.

La formacidn de elementos axiales aislados la interpretamos como intfentos
fallidos de un reconocimiento de homologia y alineamiento durante el pre-
leptoteno. Aparecen en la etapa, leptoteno-zigoteno por la incorporacion de
fincidn oscura del material en el flamento axial de la estructura preexistente,
es decir la estructura microplumulada la cual se mantiene.

También mostramos que la alineacion se lleva acabo por la asociacion de
los filamentos radiales de las estructuras microplumuladas, que comienza en
espermatogonia tipo“B” y estd confinuamente presente hasta el estadio
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leptoteno-zigoteno avanzado. Estudios de Clermont (1960) del epitelio
seminifero del puerco de guinea con microscopia de luz, indican que las
espermatogonias tipo “B”, divididas mitdticamente en estadio VI, producen
dos espermatocitos primarios (“resting”) o sea en interfase meidtica o mejor
llamadas en pre-leptoteno. Nuestras observaciones claramente demuestran
la presencia de estructuras microplumuladas durante ambas fases.

También pusimos de manifiesto que las conexiones entre ejes distantes de
cromatina compacta que se alterna con cromatina extendida, se establecen
por largos filamentos laterales-radiales de cromatina extendida en
franscripcion, que son tan largos como la mitad del diGmetro nuclear. Estos
finos filamentos radiales son probables asas, que no pueden ser tfrazadas a lo
largo de toda su longitud, por que rara vez se extienden en el plano del corte.
El flamento es mds fino que el grosor del corte, por lo tanto la superposicion
de ofras estructuras en la imagen proyectada impide su visualizacion
completa. Los filamentos radiales, aparentemente corresponden a amplias
sondas de prueba, que son necesarias para el reconocimiento efectivo de
secuencias homologas y estan relacionados muy probablemente con el
alineamiento progresivo de cromosomas a distancia. Esta alineacion puede
darse por la estabilizacion de reconocimiento de secuencias homaologas y por
la inestabilidad de las inferacciones de secuencias no homaologas. Asi pues, la
escalerilla de doble cuerda es la relacidon de dos estructuras microplumuladas
homadlogas, que progresivamente se conectan por numerosos filamentos
antes de la llegada del estadio leptoteno-zigoteno. La reflexidon de nuestros
resulfados concuerda con la revision tedrica previa de Kleckner y Weiner
(1993), que frata del papel de las interacciones inestables en el
apareamiento. Weiner y Kleckner, (1994) quienes estudiaron la profase
meidtica en levaduras, encuentran que la amplia distribucion de filamentos
radiales ya asociados se conectan en determinadas secuencias genéticas.

Sin embargo, propongo que estas conexiones de apareamiento comienzan
en espermatogonias tipo "B”.

Cuando inician los movimientos del bouquet, muchos de los apareamientos
de estructuras microplumuladas estan alineadas a lo largo, a una distancia
menor de 700 nm. La mayoria de los elementos axiales comienzan su
formacion en contacto con la envoltura nuclear durante el lepto-zigoteno;
secciones cortas del elemento microplumulado alineadas adquieren una
fincidn obscura por acumulacion de material nuclear que podria ser ARN.

Estas observaciones indican que el crecimiento de los elementos axiales
caracteristicos del leptoteno se producen al mismo tiempo que la formacion
del complejo sinaptonémico, tipica del zigoteno. Sin embargo, siempre existe
algun elemento axial no apareado y sin alinear.
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Un proceso altamente conservado en meiosis es el bouquet. Se le implica
frecuentemente en el apareamiento de cromosomas homodlogos (Zickler y
Kleckner, 1998). Los resultados demuestran que muchos de los
reconocimientos y alineamientos de cromosomas homaologos se llevan acabo
antes de la formacion del bouquet. De cualquier manera una fuerza de
origen citoplasmatico acerca los telomeros desde los extremos en contacto
con la envoltura nuclear; esta fuerza actda sobre el establecimiento de
enlaces entre cromosomas homodlogos, en forma de fibras compuestas por
cromatina y puentes de ribonucleoproteinas en el espacio entre regiones
homologas del cromosoma. Puede ser en este momento, cuando los
elementos axiales no alineados comienzan el reconocimiento de secuencias
homologas. Una de las posibles funciones del bouquet podria ser el asegurar
el reconocimiento “silencioso” de cromosomas homdlogos no alineados por
llevarlos uno junto al ofro, mecanismo de reserva propuesto por Zickler y
Kleckner (1998).

Con ayuda de los métodos de tincidon citoquimica utilizados en mi trabagjo,
observamos que las conexiones entre estructuras microplumuladas estan
compuestas de fibras de ARN y ADN y por lo tanto es cromatina extendida.

Podemos inferir que los apareamientos efectivos estdn asociados con
secuencias clave (McKee, 1998; Sybenga, 1999).

La gran cantidad de ARN en los nUcleos de espermatocitos en pre-
leptoteno y en lepto-zigoteno podria deberse a dos fendmenos: primero, la
elevada transcripcidon a la que ya hice mencion y otro podria ser la baja
salida del ARN mensagjero hacia el citoplasma. Para que el ARN mensagjero
salga del ndcleo es necesario que la molécula recién sintetizada sufra el
proceso de “splicing”, que consiste en cortar los infrones de o cadena de
ARN para su posterior exportacion y traduccion al citoplasma. Estudios previos
muestran que en los estadios mencionados las macromoléculas relacionadas
con el “splicing” son escasas (Vazquez-Nin et al., 2003), lo que sugiere una
disminucion en la exportacion hacia el citoplasma de los ARN mensajeros,
que entonces se concentran en el ndcleo.

Una caracteristica importante que hay que destacar en espermatogonias
tipo “B”, pre-leptoteno y profase meidtica temprana es que presentan fibras
finas de ribonucleoproteinas y granulos intercromatinionos en abundancia
pero los granulos pericromatinionos son  escasos.  Los  grdnulos
intercromatinianos estan altamente enriquecidos en snRNAs (“small nuclear
RNAs”), que forman junto con proteinas como el SC-35 y los snRNPs, factores
de “splicing” que se almacenan en pequenos granulos y/o pueden estar
relacionados con el ensamblaje del “spliceosoma”. También es posible que
los gréanulos intercromatinianos estén relacionados con Ia regulacion del envio
y/o coordinacion del fransporte de todos los ARN nucleares al citosol.
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Sin embargo, existen otras estructuras de almacenamiento, los granulos
pericromatinianos que contienen ARN mensagjero 0 ARN pre-mensgjero de
larga vida media nuclear (Vazguez-Nin GH, Echeverria M. 1996). La intensa
franscripcion que ocurre en estos estadios, la pequena porcidon de
exportacion, asi como la escasez de particulas de almacenamiento de ARN
por largos periodos, sugiere que muchos de los ARN sintetizados, estan
involucrados en una funcidn nuclear y la hidrdlisis sin salida del ndcleo. Todo
este fendbmeno sucede a la par con el proceso de reconocimiento de
secuencias homologas, alineamiento y apareamiento en espematocitos en
estadios tempranos de la meiosis. Por o tanto, 1os hnRNAs estan en el lugar y
momento adecuado, que es en el espacio de reconocimiento, alineamiento
y apareamiento de los cromosomas homaologos.

En paquiteno se observa el incremento en la frecuencia de granulos
pericromatinianos, el cual relacionamos con la demora de exportacion del
ARN mensajero para ser transportados fuera del ndcleo, como se sugiere por
diversos autores (Taylor, 1959; Monesi, 1965; Sdderstrom, 1976, Geremia et-ql,
1977; Eddy and O Brien, 1998).

La importancia del ARN en la busqueda del cromosoma homdlogo, rara
vez es tomada en cuenta (Cook, 1997). Sin embargo, existen varios reportes
donde se destaca un nivel alto de transcripcion durante la profase meidtica.
Existen varios trabajos donde se reporta el nivel de transcripcion, desde
levaduras hasta hongos. Se observa transcripcion alta en meiocitos de cada
especie en varios organismos, y por lo tanto, gran libertad o soltura en la
regulacion de la expresion génica (Kaback y Feldberg, 1985, Magee, 1987;
Cook, 1997). Esto concuerda con el punto de vista de que el hnRNA en
meiosis, aparentemente no fiene ARN mensagjero con funcion especifica, sino
que esta relacionado con el reconocimiento de secuencias en mdltiples locus
a lo largo del cromosoma. El ARN de cadena simple puede reconocer
secuencias complementarias con mayor eficiencia que la doble cadena de
ADN vy puede establecer conexiones requeridas y acertadas durante la
busqueda de homologias.

Tenemos evidencias no directas del proceso molecular involucrado;
imaginamos que la estructura microplumulada funciona como la disposicidon
con mayor eficiencia, que adquieren las moléculas para acercarse con la
secuencia complementaria del homadlogo, que a su vez estd en franscripcion
y a veces se localizan lejos uno del ofro. En consecuencia propongo que |as
estructuras microplumuladas en plena transcripcion que se localizan en
espermatogonias tipo “B”, espermatocitos en Interfase meidtica y en estadio
leptoteno-zigoteno, estdn implicadas en la bdsqueda, reconocimiento vy
apareamiento de cromosomas homaologos. También sugerimos que el ARN
recién sintetizado es el actor directo involucrado en la busquedaq,
reconocimiento y apareamiento de homologias. Nos basamos en nuestras
observaciones empleando técnicas citogquimicas e inmunocitoquimicas, asi
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como en las reconstrucciones fridimensionales realizadas mediante cortes
seriados.

Cabe senalar que en paquiteno, cuando el apareamiento se completd no
se detectan ARN en ningun componente del CS ya formado. Lo anterior
concuerda con las observaciones previas usando el procedimiento de tincion
preferencial para RNP’s (Vazquez-Nin y Echeverria M., 1976).

A nivel molecular la hipdtesis mds aceptada para el reconocimiento de
secuencias homodlogas, implica la formacién de duplicaciones de moléculas
complementarias al ADN no hermano (Smithes and Powers, 1986; Loidl, 1990;
Kleckner et-al, 1991; Kleckner and Weiner, 1993; Moens, 1994; Weiner and
Kleckner, 1994; Kleckner, 1996; McKee, 1996).

La sinapsis de cromosomas homadlogos comienza a partir de alineaciones
preexistentes de ejes axiales durante leptoteno-zigoteno, a una distancia
corta o en contacto con la envoltura nuclear, pero a veces tfambién en la
region interna del ndcleo. Este proceso de sinapsis comprende fres pasos o
fases: -acercamiento de elementos axiales paralelos, transformacion de
elementos axiales proximos en  elementos laterales del complejo
sinaptonémico y elongacion de CS desde las extremidades de este, hacia el
elemento axial corto. La fuerza implicada en el acercamiento final no se
conoce. Sin embargo, los filamentos de cromatina en transcripcidn que se
encuentran en el espacio entre los elementos axiales, sufren una
tfransformacién, cuando estos elementos axiales cambian su disposicion a
elementos laterales. Esto implica una reorganizacion importante de la
cromatina. El espacio entre elementos laterales es desocupado de cromatina
y particulas RNP, cuando el elemento central y filamentos transversos
aparecen.

Cuidadosos estudios de pre-leptoteno, y de los estadios iniciales de la
profase meidtica demostraron que las estructuras microplumuladas se
desarrollan ya alineados en pares asociados por filamentos transversos de
cromatina en transcripcion.

Cuando comienza la sinapsis, los elementos axiales no estdn
completamente formados (Sherthan et al, 1996). Nuestras observaciones
indican que el desarrollo de ejes axiales y la formacion del CS son fendmenos
simultdneos en la gran mayoria de los bivalentes.

La estructura y funcidn caracteristica de leptoteno, el crecimiento de
elementos axiales, las estructuras y funciones del zigoteno que son el
apareamiento final y la formacion del CS naciente, tienen lugar al mismo
fiempo, en un estadio continuo leptoteno-zigoteno, donde los eventos del
proceso meidtico son simultdneos. Al comenzar el estadio se observa con
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frecuencia complejos sinaptonémicos cortos que se contindan con escalerillas
de doble cuerda y estructuras microplumuladas pero no con elementos
axiales. Esto nos indica que el crecimiento del elemento lateral del CS
mantiene la alineacidon del eje central de la estructura microplumulada, como
también las fibras de ADN y ARN.

Por otfro lado, unos pocos elementos axiales aislados comienzan su
desarrollo durante pre-leptoteno o interfase meidtica, sin reconocer a su
homodlogo v sin tfener una alineacion. Estos elementos axiales pasan por la
etapa clasica de leptoteno, es decir, el desarrollo de ejes axiales largos que se
contindan hasta el zigoteno y se distinguen por su apareamiento que sucede
hasta después de la formacion del bouquet.

Durante el estadio leptoteno-zigoteno la cromatina que estd en contacto
con los elementos laterales se condensa, asi como las numerosas fibras de
cromatina dispersa que aparecen alrededor del CS en formaciéon. Los
extremos del complejo en crecimiento, frecuentemente presentan redes de
asas dispersas de cromatina en todas direcciones, en proceso de
compactaciéon lo cual nos dice de un importante re-arreglo de la cromatina.

Todo lo anterior nos lleva a proponer que los ndcleos en el estadio meidtico
leptoteno y zigoteno de la rata, en readlidoad es un estadio continuo
(leptoteno-zigoteno) debido a que no fiene un limite claro entre uno y otro, y
probablemente en otros mamiferos suceda igual.
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CONCLUSIONES

e Los ndcleos de espermatogonias tipo “B” presentan 2 tipos de estructuras,
no antes vistas en nucleos interfasicos de otros tipos celulares. Contienen ejes
iregulares de alternancia de cromatina condensada y extendida, y las
pequenas estructuras tipo microplumulado de cromatina extendida en
proceso de transcripcion.

e En la interfase meidtica -que corresponde al periodo G2 también llamado
pre-leptoteno- las estructuras microplumuladas estan reconociéndose y sus
filamentos radiales conducen a la alineacidén en paralelo de los ejes, que se
relacionan por numerosos filamentos transversos de cromatina extendida en
franscripcion. Esta relacion intima  de estructuras microplumuladas, la
denominamos escalerilla de doble cuerda.

¢ El elemento axial aparece en lepto-zigoteno por la incorporacion de tincion
en el filamento axial de la estructura microplumulada, debido a la
acumulacion de ribonucleoproteinas.

e El elemento axial mantiene la estructura preexistente del microplumulado.

e Durante lepto-zigoteno los elementos axiales se forman alineados con su
par, aungque separados por varios cientos de nm.

e Los largos flamentos radiales de cromatina extendida que estan por fuera
del apareamiento de los gjes, se acortan durante lepto-zigoteno, formando la
cromatina que rodea al complejo sinaptonémico.

e EI complejo sinaptonémico se forma por un proceso complejo que
involucra el crecimiento simultdneo de los dos elementos laterales por
incorporacion de cromatina y RNPs de los ejes de los elementos
microplumulados previamente alineados en forma de escalerillas de cuerdas.
Nunca se ha visto el apareamiento de ejes cromosdmicos previamente
formados pero no alineados.

e EL proceso de transformacidon de una escalerilla de cuerdas en un complejo
sinaptonémico involucra varios tipos de cambios conformacionales de la
cromatina. Uno de ellos es la formacidon del espacio de exclusion que se
tfransforma en el espacio central del complejo, otro es la aparicion de
pliegues pequenos a nivel de la cromatina de los ejes de los microplumulados
en el momento de formar los elementos axiales.

e EIl procedimiento de fincibn de Bernhard, preferencial para
ribonucleoproteinas, tine positivamente: Los brazos Iaterales, el flamento axial
de la estructura microplumulada, los filamentos transversos de la escalerilla de
doble cuerda y el complejo sinaptonémico en el proceso de formacidn. Esto
indica que contienen ARN.
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